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von Peptidmotiven auf HHC-Molekiilen 
Bestimnning von pep^io* 

.hrkibtlBS 

Bescnrei*' 

u + ^fft ein Verfahren zur Bestim- 
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p D ano*en wird als ^^"^Vsse I-MoleWilen, HLA-2 
B tallographie von -nschlxchen KHCJ^ ^ ^. ^ 
„„d AW68, ergab exnen Spalt, ^ ^ m# dafl 

der schweren Ketten gebxldet vx ^ peptidep itope let, 

Cieser Spalt die Bindestelle flr antig die 
da beide Kristalle ■"^J^LV* 8 ic» an dieses 
ni cht mit MHC-Sequenzen kompatibel w 

Spalt befanden (6). 

A « diese Peptide von intrazellularen 
Es wird angenoimnen, daB dxe * ^ prase ntiert wer- 
Pro teinen stamen und an der ^ erlanbcn , die 

de „, urn den cytotoxxschen T Ly»P ^ 
Z ellen auf abnor»ale * • * reprasentie- 
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ren, »»» normalen Oder ™" Mc4 totl gene, 

aie dnrcn die MHC Kl.«e II r-trtag^ ^ 

v.rd,n, d«C von MHC KU.se II- 
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steht ein groBes Bedttrfnis nach dem Verstandnis der Gesetz- 
^SBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestimmungsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird gel8st durch ein Verfahren 
Z or Bestimmung von allelspezif ischen Peptidmotiven auf Mole- 
kiilen des Major Histocompatibility Complex (MBC) der Klassen 
I oder II, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
(a, durch AufschluB von Zellen, die MBC-MoleJcttle enthalten, 

einen ZellextraJct erzeugt, 
(b) MHC-Molekttle mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 

gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 



trennt, 

die Peptidmischungen von MHC-Molekfilen und sonstigen 
Proteinbestandteilen abtrennt, 

einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, 



(d) 



und 



uuu 

{ e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der 
Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der Seguenzxe- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Peptidmotiv ableitet. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren warden Peptidmotive 
bestimat, welche die GesetzmSBigkeiten beinhalten, nach denen 
MBC-Molekfile Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Molekttlen 
der Klasse I als auch mit MHC-Molekfilen der Klasse II durch- 
geftthrt werden, wobei MHC-Molekttle der Klasse I bevorzugt 
sind. Besonders bevorzugt sind H-2K--, H-K"-, H-2D b - H-2K* , 
H-2K° ' oder HLA-A*0201 oder A*0205-Molekttle. 

Bei der immunprazipitation der MHC-Molekttle durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren werden gttnstigerweise Antikorper ver- 
wendet, die fur die jeweils gewfinschten MHC-Molekfile spezi- 
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fisch sind. Zur erf indungsgemaBen Verwendung bevorzugte MHC- 
Klasse I -Molekule schlieSen die Molekule Al, A2, A3, A9, A10, 
All, A28 f A29, Awl9, B5 , B7, B8, B12 bis B18, B21, B35 und 
B37 mit ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Bevorzugte 
MHC-Klasse II -Molekule zur erf indungsgemaBen Verwendung 
schlieSen die Molekule DRl, DR2, DR3, DR4, DR5, DRw6, DR7 , 
Dwl, Dw2 und Dw3 mit ein, sind jedoch nicht darauf be- 
schrankt. Zur Bestimmung von H-2K*- oder H-2D" -Molekiilen 
werden beispielsweise K d -spezif ische Antikorper (25) oder D b - 
spezifische Antikorper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale Antikorper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mbg- 
lich. Antikorper, die erf indungsgemaB verwendet werden kon- 
nen, konnen mitt els dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antikorpern, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieBen alle 
Antikorper gegen HLA-Antigene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschranken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieSen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 1€4, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Maus-H-2-Antigene konnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikorper. Festphasen- 
gebundene Antikorper lassen sich auf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise herstellen, z.B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB). Andere 
Beispiele von Festphasen, an die Antikorper zur erf indungsge- 
maBen Verwendung gebunden werden konnen, schlieBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschranken. Das bevorzugte 
Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromato- 
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graphie mittels Antikorper, die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kiigelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MBC- 
Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen erfolgt giinsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswei- 
se fiber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es sich als giinstig 
erwiesen, daB die Abtrennung in einem Trif Iu 0 ressigsaure/B 2 0- 
Trifluoressigsaure/AcetonitrU-Gradienten erfolgt. Andere 
Verfahren, die erfindungsgemaB zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekttlen verwendet werden konnen, schlieBen 
Ionenaustausch, Gelfiltration, Elektrofokussierung, High 
Performance Capillar Blektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese nit ein f sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur Durchf tthrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Permeabilitat von 3000 oder 
5000 oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittels HPLC durchgeffihrt. 

Bei der chromatographischen Auf trennung der Peptidgemische 
jcann nan in manchen Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt (d) des erfindungsgemSBen Verfah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Konsensusseguenz fur die auf dem jeweiligen MHC- 
Moiekfil befindlichen Peptidmotive bestimmt werden kann, 
oder/und in der Sequenzierung eines definierten Peptids. 

Als Ausgangsmaterial ffir die Bestimmung von Peptidmotiven 
konnen nonnale Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Brreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Nonnale 
Zellen,. die in der Brfindung verwendet werden konnen, 
schlieBen frische Zellen, wie z.B. periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
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anderen Gewebe, das MHC-Molekfile exprimiert mit ein, sind 
jedoch nicht darauf beschrankt. In der Brfindung verwendete 
Tumorzellinien schlieBen die Tumorzellen EL4 und P815 mit 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Brfindung verwendet werden 
konnen, schlieBen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr-Virus transf ormierte menschliche 
B-Zellen sind f mit ein. Die durch das erf indungsgemafle Ver- 
f ahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem f olgenden 
Grundprinzip: 

a) Sie weisen eine allelspezifische Peptidlange von 8, 9, 
10 oder 11 Aminosauren bei MHC-Klasse I-Molekiilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II Molekulen 
auf , 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition" wird verwendet , wenn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
oder wenn eine Position durch einige wenige Aminosaure- 
re6te mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition iramer am C-termina- 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

* 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MHC-Molekulen 
von normalen, virusinfizierten, anderweitig infizierten 
oder mit Genen transf i^ierten oder mit Antigen beladenen 
Zellen prasentiert. 

Die Sequehzierung der Selbstpeptidgemische aus den MBC-Klasse 
I-Molekillen B2K d , B2K*>, B2D* und BLA-A2 zeigt ein jeweils 
uhterschiedliches allelspezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molekfile prasentiert wird. Die von K d f D b 
und A2 prSsentierten Peptide sind Nonamere, .wMhrend die K b - 
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prasentierten Peptide Octamere sind, wobei die korrespondxe- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen Aminosaurerest oder durch einen aus exner 
geringen Anzahl von Aminosaureresten ait nahe verwandten 
Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D> ) oder 2 und 
(K-, A2) oder 5 und 8 (K"» ) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste kSnnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren besetzt, beispielsweise findet man haufig Pro 
an Position 4 des K*-Motivs, Tyr an Position 3 des K>-Motivs 
und hydrophobe Reste herrscben an den Positionen 3 des D b - 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fflr H-2L- war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2. 

Die durch das erfindungsgemafle Verfahren gewonnenen Brgebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekttlen (3,6). Unter- 
schiedliche MHC-Klasse I-Allele unterscheiden sich art diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vermutlich darauf zurfickzuffihren ist, daB die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminosauren aufnehmen konnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlich 
komplementare Struktaren dar. 

Bin weiterer Gegenetand der vorliegenden Brf indung ist die 
Vervendung der erf indungsgemSSen Peptidmotive bei einem Ver- 
fahren zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Bin mogliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Hachweis von MHC-Molekulen. Da die 
MHC-Molekule durch ihre individuelle spezif ische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis fiber 
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Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dem Fachmann 
bekannte Markierungen kttnnen ebenso in der Erf indung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlie&en, ohne sich darauf zu 
beschranken, radioaktive Markierungen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes 13t I oder 125 I, oder 3 H oder *<C 
(beide w&hrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Nicht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auftreten 
von Autoimmunkrankheiten und der Expression von MHC-Molekiilen 
mit krankheitsspezifischen Peptidmotiven konnen diagnostisch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erfindungsgemaBen Peptidsequenzen schlieBen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezifi- 
tat von MHC-Molekiilen, Korrelierung der Bindungsspezifitat 
von MHC-Molekfilen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molekiile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv passen) und Be- 
stimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung 1st die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Peptidmotive bei einem Verfahren zur Ber- 
etellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des 
Immun systems oder von Tumorerkrankungen . Insbesondere konnen 
die erfindungsgemaBen Peptidmotive fur die Intervention bei 
Autoimmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie) , beispielswei- 
se durch Blockierung bestimmter MHC-Molekiile sowie durch die 
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Xnduktion peptidspezifiscber *^*^*™J?£^ 
verwendet werden. W*iterhin ist eine Intervention hex Trans 
ZltatabstoBungen und Graft-versus-Host-Keaktxonen auf ana- 
C^eise moglicb. Ferner k5nnen die erfindungsgemaBen Pep- 
tide fur die induction oder die Verstarkung bzw. Ver»ehrung 
.on gegen fallen gerichteten T-Zellen in vitro und xn 
IZo eingesetzt werden, insbesondere fur die Vakzxnxerung 
gegen Tu^orerkrankungen und fur die Tberapie bestehender^ 
Lorerkrankungen, wobei insbesondere d^ /"fT 
vers us-I*uka»ia-Bffekt (Sullivan et al., H.Engl. J.Med. 320 
• 828-834) ausgenutzt werden kann. Die erfindungsge»aBen Pepti- 
de konnen ebenso dazu verwendet werden, T- Z ellantwort en gegen 
infektiSse oder maligne Krankheiten zu verstHrken, xndem MHC 
bindende Peptide, die spezifisch fur das inf ek tiose Mxttel 
oder fur Tutnore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternatxv 
konnen T-Zellen aus Tieren gewonnen werden, ibre Anzahl xn 
vitro durcb Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
ttt *sbedingungen, einscblieBend Cytokine, wie z.B. 
2, mterleukin 4 oder Interleukin 6 ver»ehrt und anschlieBend 
/ den patienten zuriickgefuhrt werden. Die erf xndungsgemaBen 
Peptide konnen weiterbin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, exn- 
schlieBlich, obne darauf zu beschranken, Melano»e, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B. Burkittslv^ho* und 
solcbe Tumore, die durch aenechlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln. Peptide, die vonT-Zel^rezeptor-Molektilen oder Antxkor- 
pennolekttlen abstammen, kbnnen auch fur die gezielte Manipu- 
lation immunregulatorischer Mechaniemen eingesetzt werden, 
insbesondere fur die Bekanpfung von Autoiimunkrankheiten und 
TransplantatabstoBungen, sowie Graft-versus-Host-Reaktionen. 
in vivo-Verwendungen der erf xndungsgemaBen Proteine zur Pra- 
vention schlieBen ihre Verwendung, ohne darauf beschrankt zu 
sein, als Peptidvakzine gegen infektiSse oder maligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Brfindung gesammelten 
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Information beziiglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein- 
bau in alle anderen Arten von Impf stof fen einschlieBlich 
rekombinante Impf stof fe (einschlieBlich Viruse wie Vaccinia 
oder Bakterien wie Salmonella oder Mycobacteria) und Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) oder anderen Zellen, einschlieBlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- oder menschlichen Zellen hergestellt wurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemafle Pep- 
tide kSnnen durch den Fachmann routinemaBig bestimmt werden. 
Diese konnen "in vivo in einem Bereich von 10 pg bis 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationen konnen in 'einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschran- 
ken f einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intra- 
dermalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erfindungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C-tenainal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verkntipft. 
Bin Beispiel fur eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin. 

Die Brfindung soil weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit Figur 1 veranschaulicht werden. 

Es zeigen 

Fig. la ein BPLC-Profil von Material, das mit Anti-K d -Anti- 
korpern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde, 

Fig. lb einen vergrSBerten Ausschnitt des Chromatogramms 
aus la (Fraktionen 15-35), 

Fig. lc eine Rechromatographie des in lb mit einem. Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids. 
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10 bis 20x10' P815-Tumorzellen (H-2K-) wurden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Konidet P40 in Phosphat-gepuffer- 
ter Salzl6sung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenyl.nethylsulfonylflno- 
rid (PMSF, bei 4-C geruhrt. Der uberetand wurde 5 Minuten hex 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4-C) zentrixugxert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
DaS Saulenmaterial bestand aus Antikorper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kugelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Herstel- 
lers hergestellt wurdcn. Als Antikorper wurden jeweils 5 mg 
von K'-spezifischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder D>-Bpezixische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26, an 
1 »1 der Kugelchen gekoppelt. Der Uberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten Kugel- 
chen, dann durch eine entsprechende Saule mit Anti-K- -Kugel- 
chen und dann fur eine Scheinprazipitation fiber Antx-D»- 
Kugelchen geleitet. 

Die Kugelchen wurden aus alien drei Saulen entf emt und mit 
0 1% Trifluoressigsaure fttr 15 Minuten verwirbelt (7). Dxe 
fiberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule (C2/C18; 5 m Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB r Apparatur abgetrennt (4). Blutions- 
aittel* L5sung A 0,1 % Trifluoressigsaure in H 2 o (v/v), 
Losung B 0,1 % Trifluoressigsaure in Acetonitril. 
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Piir die in Pigur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen wurde der folgende Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

Flufirate: 1 ml/Minute, Fraktionsgr80e: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen warden gesammelt und durch Vakuum- 

zentrifugation getrocknet. 

Figur 1 zeigt die BPLC-Auftrennung von immunprazipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten K*-Molekulen. Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K d (durchgehende Linie ).bzw. mit Anti-D b 
(gestrichelte Linie) prazipitiert wurde. Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich urn die gesuchten allelspezifischen 
Peptldgemische handelt^ 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K d -Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Bdman-Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Bdman et al.. Bur. J.Biochem. It 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau wurde in einem* Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-AminosSure Analysator 120A (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgeftthrt. Glas- 
faserf ilter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert. Die Seguenzierung wurde unter Verwendung 
der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosy- 
stems) durchgeftthrt. Cystein wurde nicht modifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden. 

Das Edman-Verfahren beinhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentfernung vom N-Terminus, von denen jede 
chromatographisch identifiziert wird. Da es ungewohnlich ist, 
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k omplexe Gemiscbe von Peptiden zu sequenzieren, werden^dxe 
direkt aus dem Seqnenziergerat gewonnenen Daten prasentxert. 
Tabelle la und b zeigen die Brgebnisse aus zwei Sequenzxe- 
rungsversuchen fur K<-eluierte Peptide. Tabelle lc zeigt das 
Seguenzierungsergebnis einer Scheinelution mit D«.-spezxfx- 
schen Antikorpern auf P815-Lysaten. Die K--eluierten Peptide 
haben ein Jclares AminosSuremuster fur jede PositxOn von 1 bxs 
9 wahrend das scheineluierte Material durchgehend exn 
gieichf ormiges Aminosauremuster ait einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den K - 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge in Vergleich mit den vorherx- 
gen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signxfxkant 
erachtet und unterstricben. Die erste Position ist schwxerxg 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und uber- 
dies alia im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminosauren an 
dieser Position nachgewiesen warden. Filr die zweite Positxon 
ist der einzige Rest, dessen Haufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufweist. Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natiirlichen K- -restringierten 
Influenza-Bpitops (mit der Sequenz TYQRTRALV) mit anderen K<- 
restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fur die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Bs werden bis zu 14 unterschiedliche 
Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden He und Leu gefunden. Bs gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf bindeutet, daB die meisten K*-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht linger als 9 Reste sind. Das natur- 
licbe K*-restringierte Influenza-Peptid ist somit ein 
Nonapeptid (4). Das Xonsensussequenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen bervorgeht, ist in Tabelle lc gezeigt. Am meisten 
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auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine groBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Bin Vergleich dieses Motivs mit Peptid- 
seguenzen, die K d -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die meisten gut zu dem K d -restringierten Konsensusmonomer- 
Hotiv passen (Tabelle Id)* 

Der durch einen Pf eil in Fraktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprazipita- 
tion wurden unter hSherer Auflosung erneut chromatographiert, 
wobei das Fraktionsvolumen 0,5 ml betrug (Fig. lc). Der 
scharfe spezif ische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Sequenzierung be- 
stimmt wurde. Die Identitat dieses natfirlichen Zellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. lc). Die Sequenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig* la,b), 
wodurch das Vorhandensein eines spezif ischen K d -restringier^ 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestMtigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K d -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



stark 



Position 
123456789 

Y I 

L 

M P M K T 
I F H 



schwach 



X 


F A 


A 


V 


B 


p 


H 


A 


H 


E 


N 


I 


B 


E 


R 


V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 


R 


D 


I 


y 


E 


V 


V 


S 


B 


L 


V 


Q 


V 


T 


F 


N 


S 


R 


S 


F 




B 




T 


L 




R 




Q 




G 










K 














M 














T 













Bekannte E pi t op e * 



TVORTRALV 
SYFP EITHI 
V A G S L 



I 
V 
I 
L 
R 
R 
K 
S 
S 



A 

Q 
S 

Q 
L 
L 
Q 
I 
V 



A 
A 
G 
G 
G 
T 
A 
A 



I 
S 
T 
K 
K 
T 
E 
E 



A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Literatur- 

Proteinquelle stelle 

Influenza PR8 NP 147-154 4,29 
Selbstpeptid P815 

Influenza JHP BA 523»549 30,31 

Influenza JAP BA 523-549 30,31 

Inflnorwa PR8 BA 518-528 32 

Influenza JAP BA 202-221 30,31 

HIA-A24 170-18233 33 

B£A-Ctf3 170-186 . 34 

P815 Tumor-Antigen 35 
Plasntxiium berghei CSP 249-260 36 

Plasnodium yoeli CSP 276-288 37 



WO 92/21033 



- 16 - 



PCT/EP92/01072 



* Peptide, von denen befcannt ist, daB sie K- -restringierte T- 

Peptide, v gem aB ihrer Tyr-Reste in tJber- 

Zellepxtope ^** n ' ™* 9 dencn bekann t ist, daB sie 
einstiimmng gebracht. Peptide, von a 

. ._j _i n{ i unterstrichen. 
natfixlich prozessiert sind, sma un 



E pis pie?, _2 . . . n K b- und D«» -Molekulen 
Elution von Peptxden aus K una 

Dat , rg e»s-I.y.at. *us EL4-Tu»or 2 .ll.» (H-2> > -urden ->*^ 
LJLchen und D>-sp.zifi.=h.n Antikorpern, «e in Beisp^l 
I^sLieben, i^unprSzipitiert. Al. D>-Anti*5rper wurde 
B 2 ^nr,.id,: B.i.piel X, und al. K> -Antikorper wurd. K9-178 
TJZ K 27) varwendet. Die von HHC-Hol.Wl.» dx..ozu.r- 
tefpe^id. warden durch Reverse Ph.» « .ufgetrennt. 
! M * al. «uch D>-Mat.ri.l word. -It Profile .1-ert, 
LT" etwalL. TLt-Ul aus Bei.pi.l 1 .nt.pr.coea. wobe> 
£ocn H - hete^eoen Material, da, zwiscnen 
20 und 28 .luierte, gewisse Onterschiede auftxaten. 

Bb-restringierte. „, deB „. Mslt! warden 

Di. vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus ae» 
. ;Li.rt (T^lle 2..b,. »i. ~iti— 2 bis 4 snthielten 
2r. Rest.. Dagagen gab .yklu. 5 In .tar*.. "J-JJ^ 
„„ Dar vorherrschende R..t an Position 5 der D>-elul.rt.» 
^."sptid. i.t so»it A»n. Das schvaeh. Signal fur Aspvird 
a^h ByLly. von Asn «. Asp — den s.a*.n*i.run,.b.din- 

verurLht. Die Position*. « bis 8 — 
u^Lchiedlicne nachweisbar. Rest.. Position . - '1^ 
a tark.s Signal flc Het, ein -ittleres filr lie und ein sokwa- 
e... fur M (11. nydrophob). (Die Bedeutung von Matoder 
He in eine- D>-r.atringi.rten Epitop «uxd. beraits berich- 
tet, sieh. 17). an Position 10 war k.in Signal, va. derauf 
hindaatet, daB B* -prasentierte Sribstpeptide Honapeptide 
.ind. Das durcb di... Brgebni.se .mitt.lt. Kons.nsu^tiv 
ist in labell. 2c gazeigt. Bin Vergleich die... Hotiv. m.t 
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dem naturlichen D«» -restringierten Peptid und ndt anderen 
Peptiden, die D» -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
Asn an Position 5 ein unveranderlicher Ankerrest des ^-re- 
stringierten Peptidmotivs sein kann. Die anderen Reste der 
Db -restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle 2c 

Das Db-restringierte Peptidmotiv 



Dondnante Ankerreste 
stark 



Position 
1 2 3456789 

N M 



M I K 

L B 

P Q 

V V 



L 
F 



schwach 



A 


A 6 


D 


A 


D 


F L 


N 


Q 


T 


Y 


E 


B 


I 


D 




T 


Q 


K 


F 






V 


V 


S 


P 






M 


T 


Y 


S 






E 


Y 




T 






Q 






V 






H 












I 












K 












P 












S 







Bekannte Epitope 

Literatur- 
Proteinguelle stelle 
nc^ttWMttTM influenza MP 366-374 154 4,2 

SGPSHTPPEI Adenovirus ElA 38 

SGVEHPGGYCL Lynphozyten QwricnEningitis 

Virus GP 272-293 39 
S A I N N Y . . .. Simian Virus 40 T 193-211 40 
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Kb-restringiertes Peptid»otiv tf^atz vnrden 

rL^r £B r 5 St^ice Si^e «, Ph. nnd«r 

^Icfce. Ls. beido, Reste » Position 5 vorhe«,=h.nd 
£ nLsten beiden Position- enthielten 5 bnv . ^ 
Lition 8 zeiot. ein star*.. Sional ^ ^'^^ ^ 
£ar Hot nnd schvachar. fur II. und Posxtxon » zoia*. 

j^en Snstiog Mr irg.nd.in.n test, -as »t der tog. *■ 

• fibereinstimmt. Bine Analyse des K*-restrm 

^ r»s u^r^nd Va^eiO -it Bpi-P- -i* 
position-. ^ od« Ph. (had. -it ^ 
^rs.it.^tt.n) .n Position 5 nnd L.u, Met, II. od« Val 
^le »it lhnU=h.n nydrophob.n S.it.nk.tt.n, an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das tf-restringierte Peptidmotiv 

Position 
1 2 3 4 5 6 7 8 
F 

Dominante Ankerreste 



stark 
schwach 



R N P 


R 


T 


H 


I 


D 


I 


Q 


L 


E 


B 


K 


S 


K 


S 




A 


T 







M 

I 
V 



Bekannte Epitope 



SIIMFBKL 
APGHYPAL 



Proteinqoelle 
Vesicular Stnnatitis Virus 

HP 52-59 

Ovalbumin 258-276 
Serial Vims MP 321-332 



Idterator- 
stelle 

5 

41 

42 



HLA-A2.1-restringiertes Peptidmotiv 



Bin Detergenz-Lysat von. »e»schlichen JY-Sellen mit den, HLA- 
L ^rHolekai (45, wurae «it ^^^^ 

wurden die Pra.tic.en 2. bl. 1. Wni* ™d 
mTO r beaten ,e*>en,iert pttdl. 4,. »"J<£^' 
tion .nthl.lt „in .tarice. Signal Mr ". nnd «. 
fte Het. *> den Po.ition.n 3 bl. 5 warden Jew.ll. 6 bl. 8 



WOW/21033 



PCT/EP92/01072 



- 23 - 



Reste gefunden. Position 6 erithielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die f olgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
position 9 zeigte ein starJces Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu Oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Bpitopen kSnnen mit dem Motiv in 
Obereinstimmung gebracht werden, vahrend dies bei anderen nur 
teilweise moglich ist (Tabelle 4c). Die Existenz von mehreren 
Varianten. von A2-Molekulen kann diese schlechte itoereinstim- 
mung einiger Peptide mit den Motiv verursachen. 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringiert6 Peptidmotiv (HLA-A*0201) 

Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dominant e Ankerreste 




L 














V 


stark 




M 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


G 


I 


I 


A 


E 


L 

• 




L 




y 


P 


K 


L 


Y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T 


E 








K 




P 


T 


n 












M 




M 




G 












1 




S 




F 












V 




R 




V 


H 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 

GILGFVFTL 

ILGFVFTLTV 

FLQSRPEPT 

AMQMLKE * . 

PIAPGQMRE 

QMKDCTERQ 



Proteijiquelle 
HIV Reverse touiskriptase 
461-485 

Tnflnmza Matrijqarcfcein 57-68 
TtrThif™** Itetrixprotein 57-68 
KEV Gag Protein 446-460 
HIV Gag Protein 193-203 
HIV Gag Protein 219-233 
HIV Gag Protein 418-443 



Literatur- 
stelle 



43 
44 
44 
46 
46 
46 
46 
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Tabelle 5 ..*.*„, 
Das HIA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A*0205 

Dominante Ankerreste 
Andere 



1 2 



Position 
3 4 5 6 



7 8 9 

L 



v y G V I Q * 

L P B Y V 

I F D L T 

Q I K I L 



M 



A 

R 



Tabelle 6 

Das H-2Kk-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Stark 



Position 
12 345678 

B 1 

K 
N 
Y 
M 



Schwach 



V 
F 



Q L A H T 

I G K 

L P H 

F T 

P V 

H F 

T S 
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Tabelle 7 

Das H-2X k,s ' -restringierte Peptidmotiv 

Position 
12345678 

Dominante Ankerreste 1 

Stark B K 

Schwach Q N P A R 

G Q R Y 
P G K 

M 

P 

Y 
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Patent a nsprfiche. 
verf ahren zur Besting von allelspezifischen Peptidmo- 

(M HG, derKlassenloderll, .^^^ 
dadurch g « 

^ ^ ZellaufscbluB von -lien, die MHC-Molekule 

enthalten f einen Zellextrakt erzeugt, 
(b) MHC-MolekUle mit den darauf befindllchen Peptidmx- 
schungen durch immunprazipitation aus dem 
Zellextrakt abtrennt, 
re) die Peptidmischungen von MHC-MoleWilen und 

sonstigen Proteinbestandteilen abtrennt, 
( d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon 

sequenziert, und 
{e) auTden erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Binzelpeptiden. das 
allelspezifische Peptidmotiv ablertet. 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, , „ o + 
d durch gekennzeichnet, 
cJ J! Peptidmotive auf MHC-Molekulen der Klasse I 
be.stimnt • 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, 
. . „ K gekennzeichnet, 
dadurch 9 H _ 2Kk 

daB man Peptidmotive auf H-2K--, , ' 

H-2K-', Oder HIA-A*0201 oder A*0205-Molekulen bestxmmt. 

4 verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

durch gekennzeichnet, 
dJ man fur die Immunprazipitation Antikerper verwendet, 
die fur MHC-Molekule spezifisch sind. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB nan Festphasen-gebundene Antikorper verwendet. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS die Abtrennung der Peptidndschungen von MBC- 
Molekfllen und sonstigen Proteinbestandteilen 

chroma tographisch erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung fiber Reverse Phase-BTLC erfolgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einera Trifluoressigsaure/H 2 0-Tri- 
f luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt . 

9. Peptidmotiv, erhHltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 8. 

10. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 9 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels . 

11. verwendung nach AnBpruch 10 fur den diagnostischen Bach- 
weis von MHC-Molekiilen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB -man ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin- 
oder einer Pluoreszenzgruppe koppelt. 
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l3 . » ~ T ^f:,r st8rui " 

u VerMOT dn», n.ch Anspruch 13 fUr die Tnerapie vo» 

^^iten, «a„spla„tat.bstoB OTg e,> cder/.nd Graft- 

versus-Host-Reaktionen . 

15 . ,er« n du» 9 »ch ^pruch lOoder ^ , . t „ „ „ . t . 

d* eil PePtU, da. eine* Peptidaotiv enfpric^ »- 
oder/und C-t.rminal Bit lipopbilen bzw. a-phxphllen 
„, in.be,ond«e auch Upophilen P.ptid HeUce, 
kovalent verkttpft wird. 

16 . Vexvendung nach *>.pruch ^ k . n „ , e A c h „ . t , 
« ^ Lpophile bzw. a»phiphile Groppe Tripal^l-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin xst. 
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